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(54)Titre: ANTIGENE MARQUE PAR UN SYSTEME REDOX, PROCEDE DE DOSAGE IMMUNOLOGIQUE AVEC 
DETECTION ELECTROCHIMIQUE ET KIT DE DOSAGE 

(57) Abstract 

Antigen marked by a redox system, process for the im- 
munoassay of at least one antigen, and assay kit. The object of 
the invention is to provide a reliable multiassay homogenous 
phase process which is speedy, specific and capable. of being 
automated. The object is attained by a process consisting in al- 
lowing at least one of the antigens to be assayed (I, T) to com- 
pete with the same antigen (7, 7') marked by a redox system, 
one of the forms being ionic (3, 3'), against a specific antibody 
(5, 5') of said antigens (I, 7; l\ T) present in limited quantity; 
gathering on an electrode (13), comprising a polyionic film (1 1) with a polarity opposite to that of the redox system (3, 3'), the 
marked antigens (7, 7') not bound to the specific antibody (5, 5'), so that said marked antigens (7, 7') become concentrated in said 
film (1 1); and measuring the amplified signal supplied by said electrode (13) using electrochemical detection means (15) connect- 
ed to said electrode. 

(57) Abrege 

L'invention concerne un antigene marque par un systeme redox, un procede de dosage immunologique d'au moins un anti- 
gene et un kit de dosage. Le but de l'invention est de realiser un procede de multidosage en phase homogene, rapide, fiable, speci- 
fique et automatisable. Ce but est atteint a I'aide d'un procede consistant a: mettre en competition au moins 1'un des antigenes a 
doser (1, V) avec le meme antigene (7, T) marque par un systeme redox dont Tune des formes est ionique (3, 3')» face a un anti- 
corps (5, 5') specifique desdits antigenes (1,7; 1\ 7') et present en quantite limitee, collecter sur une electrode (13) comprenant un 
compose polyionique (1 1) de polarite contraire a celle du systeme redox (3, 3'), les antigenes marques (7, 7') non lies a I'anticorps 
specifique (5, 5'), de fa con que ces antigenes marques (7, 7') se concentrent dans ledit film (II), mesurer le signal amplifie fourni 
par ladite electrode (13) grace a des moyens de detection electochimique (15), relies a cette electrode. 
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ANTIGENE MARQUE PAR UN SYSTEME REDOX , 
PROCEDE DE DOSAGE IMMUNOLOGIQUE AVEC 
DETECTION ELECTROCHIMIQUE ET KIT DE DOSAGE 

5 DESCRIPTION 

La presente invention concerne un antigene 
marque par un systeme redox dont 1 1 une des formes est 
ionique, un ' procede de dosage immunologique avec 
detection electrochimique d 1 au moins un antigene et 
un kit de dosage d*au moins un antigene. 

La consommation croissante de certains medi- 
caments , de produits toxiques ou de drogues a conduit 
a la mise au point de methodes de detection precises, 
15 specifiques et rapides utilisees notamment dans les 
hopitaux et les laboratoires d 1 analyse. Ces methodes 
ont pour but de permettre un suivi therapeutique de 
medicaments prescrits au malade mais egalement d'ef- 
fectuer des dosages en toxicologie d'urgence. 
20 De nombreux medicaments comme les antidepres- 

seurs, les anti-epileptiques , les tranquillisants et 
les neuroleptiques sont administres de fagron reguliere 
a des patients. Toutefois, leur index therapeutique, 
( c 1 est-a-dire la gamme des valeurs comprises entre 
25 leur seuil d'efficacite et leur seuil de toxicite) 
est parfois extremement faible. A titre d'exemple, 
dans le cas des antidepresseurs , il y a un risque d 1 in- 
toxication des que ce medicament depasse une concentra- 
tion de 2.10~ 6 M dans le serum. En consequence, il 
30 est necessaire d'ef fectuer des prelevements reguliers 
sur les patients pour pouvoir doser et suivre Involu- 
tion de la concentration du medicament dans les fluides 
biologiqiies . 

Par ailleurs, certains medicaments comme 
35 les amphetamines ou les cardiotoniques peuvent etre 
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utilises a des fins de dopage . II est important de 
pouvoir doser de fagon* fiable ces medicaments apres 
une competition sportive. 

Enfin, certains patients peuvent ingerer 
de fa<?on volontaire ou accidentelle des medicaments 
ou produits toxiques . Lorsque ces patients arrivent 
dans un hopital en etat d'urgence, il est necessaire 
d f effectuer des dosages tres rapides et precis, afin 
de determiner la nature du produit qu'ils ont absorbe 
et de les soigner de fagon appropriee. 

De nombreuses methodes de dosage , fiables 
et specif iques se sont developpees. Ces methodes sont 
basees sur 1 1 association d'un detecteur d'origine biolo- 
gique, capable de se lier de fagon specifique avec 
15 le medicament que 1 1 on souhaite doser, d .' un transducteur 
qui genere un signal representatif de la liaison du 
detecteur et du medicament, et d'un analyseur qui trans- 
forme le signal obtenu en une information accessible 
a 1 ' utilisateur . 
20 Parmi les methodes de dosage, les methodes 

immunologiques permettent de doser de faibles quantites 
d'antigene. Elles sont basees sur le fait que des anti- 
corps (Ac) reconnaissent puis se lient de maniere speci- 
fique aux antigenes (Ag), pour donner un complexe anti- 
25 gene-anticorps selon la reaction equilibree suivante : 
Ac + Aa < yAa-Aa 
fraction libre fraction liee 

L 1 introduction des marqueurs radioactifs 
en 1959, par les pionniers BERSON et YALOW, a connu 
un succes considerable et a donne naissance a la radio- 
immunologie (RIA). Cette technique presente toutefois 
de serieux inconvenients . Les traceurs radioactif s 
sont d'un prix eleve et d'une courte duree de vie. 
En outre, 1 1 utilisation de materiel radioactif est 
fortement reglementee et ne peut etre faite que par 
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un laboratoire agree par le CEA. 

Pour eviter ces inconvenients, on a egalement 
essaye de mettre au point des marqueurs photosensibles 
dont la presence est detectee par absorption moleculaire 
(infrarouge ou fluorescence) ou atomigue, infrarouge 
ou fluorescence. Toutefois, ces techniques necessitent 
un appareillage sophistique de cout eleve. 

Des techniques de dosage immuno-enzymatique 
sont connues d'apres l'art anterieur sous le nom de 
Test ELISA ( marque deposee ) . Certaines de ces techniques 
sont basees sur le principe dit du "dosage competitif " 
qui consiste a introduire -et. a mettre en competition 
une quantite definie d'antigenes marques (par une 
enzyme) et une quantite non definie d'antigenes -non 
15 marques, face a une quantite li'mitee et connue 
d - anticorps. Dans les tests ELISA , la separation des. 
fractions libre et liee est realisee par transfert 
du milieu reactionnel dans des tubes a essai ou des 
cupules, sur les parois desquels sont fixes des seconds 
20 anticorps specif iques. Apres la premiere reaction 
immunologique , des etapes de . transfert, decantation 
et lavage sont operees avant d'ajouter le substrat 
de I 1 enzyme. Celui-ci se colore ensuite dans un laps 
de temps plus ou moins long. L'intensite de la 
25 coloration est alors mesuree par des dosages de 
spectrophotometrie . 

Toutefois, le marquage enzymatique des anti- 
genes est delicat et d 1 une stabilite limitee. En outre, 
cette technique ne presente pas une tres bonne speci- 
3 0 ficite, les resultats obtenus ne sont done pas tout 
a fait fiables. Par ailleurs, des interferences peuvent 
inhiber l'activite de l'enzyme. Enfin, cette approche 
necessite une etape de transfert pour separer les frac- 
tions libre et liee, suivie de plusieurs lavages, done 
35 un temps de manipulation long et couteux. Cette ap- 



BNS0OCID:<WO 9325907A1> 



WO 93/25907 



4 



PCI7FR93/00561 



proche est le propre des methodes en phase heterogene. 

L 1 invention a pour objectif de s'affranchir 
de ces conditions et de ce fait, concerne notamment 
un procede de dosage en phase homogene, plus simple 
5 et plus rapide. 

Dans le domaine de 1 1 immunologie , on connait 
egalement d'apres les demandes de brevet EP-0 142 301 
et EP-0-167 248 , des methodes de dosage electrochimique 
utilisant des centres redox tels que le ferrocene, 
10 et une electrode de travail solide en carbone vitreux 
ou en metal. Dans les demandes citees , les centres 
redox peuvent eventuellement intervenir comme mediateurs 
de transfert d' electrons dans des reactions enzyma- 
tiques, ce qui permet une amplification du signal elec- 
15 trique et par consequent une augmentation de la sensi- 
bilite de la methode electrochimique. 

On connait egalement d*apres la demande de 
brevet EP 241 309 une methode de dosage de la 
theophylline avec detection electrochimique a l'aide 
20 d'un marqueur au ferrocene. La detection par 
coulometrie est amplifiee a l'aide d 1 une catalyse 
enzymatique et d'une electrode modifiee par un film 
de polyvinyl ferrocene dont le role est de servir de 
relais entre 1' electrode et le medicament marque 
25 (celui-ci ne penetre pas dans le film). 

Toutes ces techniques, outre leurs inconve- 
nients specif iques ne permettent pas de doser simul- 
tanement plus de deux medicaments presents dans un 
echantillon biologique. Or, il serai t souhaitable 
30 lorsqu'un patient arrive en etat d'urgence, de pouvoir 
effectuer un unique multi-dosage de plusieurs 
medicaments employes couramment et avec lesquels les 
risques d 9 intoxication sont frequents. 

L 1 invention a egalement pour objectif de 
35 remedier aux inconvenients precites. 
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A cet effet, 1' invention concerne un antigene 
marque par un systeme redox dont I'une des formes est 
ionique, destine a etre utilise dans un procede de 
dosage immunologique avec detection electrochimique , 
5 de cet antigene, ou dans un kit de dosage immunologique 
de cet antigene . 

Selon les caracteristiques de i' invention, 
cet antigene marque est choisi parmi la nortriptyline 
marquee a 1 • hexaf luorophosphate de l'acide carboxylique 

10 du cobalticinium, au pyrrolidinyloxy ou au dibromure 
d' ethyl alkyl viologene ; 1 ' amphetamine marquee au 
tetraf luoroborate de l'acide carboxylique du 
cobalticinium ou au pyrrolidinyloxy ; la desipramine 
marquee a 1 ' hexaf luorophosphate de l'acide carboxylique 

15 du cobalticinium, au pyrrolidinyloxy ou au dibromure 
d' ethyl alkyl viologene ; ou la biotine marquee au 
tetraphenylborate de l'acide carboxylique du 
cobalticinium. 

Ces antigenes marques specifiques ont ete 

20 mis au point lors de la realisation de procedes ou 
de kits de dosage immunologiques et donnent des 
resultats particulierement interessants, comme cela 
sera explique ulterieurement . 

L 1 invention concerne egalement un procede 

25 de dosage immunologique avec detection electrochimique , 
d'au moins un antigene comprenant au moins un groupement 
fonctionnel. Ce procede comprend les etapes consistant 
a • 

- preparer une solution a analyser comprenant 
30 une solution aqueuse tamponnee au pH physiologique , 

(de preference pH 7,4) et un echantillon biologique 
. contenant au moins l'un des antigenes a doser, 

- mettre en competition au moins 1'un desdits 
antigenes a doser avec le meme antigene marque par 

35 un systeme redox dont 1 ' une des formes est ionique 
(et de preference cationique ou procationique ) , face 
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a un anticorps specifique desdits antigenes et present 
en quantite limitee. 

Selon les caracteristiques de 1* invention, 
ce procede consiste ensuite a : 
5 - collecter sur une electrode comprenant 

un compose polyionique de polarite contraire a celle 
du systeme redox, ( c 1 est-a-dire de preference, 
polyanionique ) , les antigenes marques, non lies a 
1' anticorps specifique, de fagon que ces antigenes 
marques se concentrent dans ledit compose pendant une 
periode d 1 accumulation, 

- mesurer le signal fourni par ladite elec- 
trode, a 1' issue de la periode d 1 accumulation , grace 
a des moyens de detection electrochimique , relies a 
15 cette electrode. 

Un systeme redox "pro-ionique" est un sys- 
teme dont l f une des formes devient ionique par oxyda- 
tion anodique (systeme redox "procationique ) ou par 
reduction cathodique (systeme redox "pro-anionique" ) . 

De .preference, 1' electrode est revetue d'un 
film polyionique. Selon une variation de realisation, 
ce film polyionique est polyanionique et comprend un 
polymere perfluore porteur de sites anioniques au pH 
physiologique. . 

Ce film presente ainsi un caractere a la 
fois hydrophobe et ionique. 

Ce procede permet de realiser tres rapidement 
des mesures selectives et avec une bonne sensibilite 
due, d'une part, a 1 1 emploi d' anticorps specif iques 
30 et d 1 autre part, aux caracteristiques de 1' electrode 
modifiee. Celle-ci est capable de concentrer les anti- 
genes marques meme s f ils ne sont presents qu'en tres 
faibles quantites a I'interieur de la solution analy- 
tique, ce qui a pour effet d/amplifier le signal avant 
35 qu'il ne soit transmis aux moyens electrochimiques 
de detection. En outre, ce procede est tr4s simple 
a employer et d f un faible cout car 1 1 appareillage uti- 
lise est extremement simplifie. Ces deux caracteris- 
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tiques justifient 1 • utilisation de ce procede non seule- 
ment dans les milieux medicaux, mais egalement en milieu 
veterinaire ou agricole, pour doser des pesticides 
par exemple. De plus, ce procede est facilement automa- 
tisable du fait du nombre tres reduit de manipulations 
a effectuer. 

L'antigene dose par ce procede est une mole- 
cule comprenant au moins un groupement fonctionnel, 
de preference une fonction amine primaire ou secondaire 
ou une fonction carboxylique . Ceci ouvre un large champ 
de possibilites parmi les substances, pesticides ou 
medicaments que 1 • on peut doser par ce procede. 

De facon avantageuse, les moyens de detection 
electrochimiques sont choisis parmi 1 • amperometrie, 
la coulometrie, la voltamperometrie, et de preference, 
la voltammetrie a vague carree. 

Ces moyens de detection permettent de realiser 
rapidement et de fagon fiable les mesures, y compris 
en milieu trouble, comme c'est le cas lorsque l'echan- 
tillon biologique de 1 ' analyte est un serum par exemple. 
Ceci presente un avantage par rapport aux methodes 
spectroscopiques utilisees frequemment dans les dosages 
immunologiques . 

Le systeme redox peut etre tout systeme cor- 
25 respondant a un echange electronique rapide aux pH 
physiologiques (voisins de 7,4). 

De preference, le systeme redox de marquage 
est choisi parmi les derives du ferrocene, du cobal- 
ticinium, du pyrrolidinyloxy ou du viologene. 

Ces differents systemes de marqueurs redox 
sont cationiques ou procationiques . Les systemes catio- 
niques sont deja cationiques au depart, c'est le cas 
des derives du cobalticinium et du viologene, tandis 
que les systemes procationiques sont neutres au depart 
et deviennent cationiques lorsque, apres avoir penetre 
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dans le film anionique, ils sont oxydes anodiquement 
par polarisation de 1" electrode ; c'est le cas des 
derives du ferrocene et du pyrrolidinyloxy • En outre, 
ces systemes de marquage possedent des potentieis stan- 
5 dard redox tres differents conduisant a des signaux 
electriques bien individualises. En consequence, on 
peut envisager un multidosage , dans lequel chacun des 
antigenes que l'on souhaite doser est marque avec un 
marqueur redox agissant a un potentiel different. 
10 L' invention concerne egalement uri kit de 

dosage immunologique d'au moins un antigene comprenant 
au moins un groupement fonctionnel. Selon les 
caracteristiques de 1-' invention, ce kit comprend : 

- au moins un support ou un contenant pos- 
15 sedant au moins un type de complexe anticorps-antigene 

marque par un systeme redox dont I'une des formes est 
ionique, 1' antigene correspondant a celui que l'on 
souhaite doser, et 

- une electrode comprenant un compose 
20 polyionique de polarite contraire a celle dudit systeme 

redox • 

II s'agit generalement d 1 un film polyionique. 
L' invention dans son ensemble sera mieux 
comprise a la lecture de la description suivante d'un 
25 mode de realisation specif ique de 1' invention, donne 
a titre d'exemple illustratif et non limitatif, cette 
description etant f aite en f aisant reference aux dessins 
joints, dans lesquels : 

. - la figure 1 est un schema illustrant les 
30 diverses etapes du procede de dosage immunologique 
selon 1' invention, 

- la figure 2 est une vue en coupe de la 
cellule et de 1' electrode utilisees dans le procede 
de dosage, 

35 - la figure 3 represente un exemple theorique 

de courbe obtenue par voltammetrie a vague carree, 

- la figure 4 represente deux courbes obtenues 



MSOOCID:<WO 9325907A1> 



WO 93/25907 



PCT/FR93/00561 



par voltametrie a vague carree, respectivement avec 
une electrode nue en carbone vitreux et avec une elec- 
trode modifiee selon 1' invention, 

- la figure 5 est une courbe illustrant sur 
5 une echelle . logarithmique, devolution de I'intensite 

en fonction de la concentration d'un analyte contenant 
comme antigene marque seul, 1 1 amphetamine marquee au 
cobalt icinium, 

- la figure 6 est un graphique representant 
10 1 1 interference eventuelle des antigenes non marques 

sur le pourcentage de signal electrique que fournit 
l f antigene marque, ... 

- la figure 7 est un graphique illustrant 
1* influence du serum normal sur 1 f accumulation de 

15 l'antigene marque, a l'interieur du film de l'electrode, 

- la figure 8 est une courbe illustrant le 
pourcentage de signal electrique fourni par la desi- 
pramine marquee au cobalticinium en fonction de la 
concentration en anticorp.s specifique de la desipramine, 

2 0 - la figure 9 est un graphique representant 

des resultats de voltammetrie. a vague carree obtenus 
lors d'un dosage test, 

. - la figure 10 est une courbe d f etalonnage 
obtenue pour la desipramine modifiee dosee avec la 

25 desipramine marquee au cobalticinium, 

- la figure 11 est une courbe representant 
la mesure simultanee par voltammetrie a vague carree 
de deux antigenes marques et d'un traceur { cas d'un 
multidosage) , et 

30 - la figure 12 est un schema illustrant les 

divers elements presents dans le kit de dosage selon 
l 1 invention et les reactions immunologiques se deroulant 
lors de son utilisation. 

Comme illustre en figure 1, le procede de 

35 dosage selon 1' invention consiste a mettre en compe- 
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tition au moins un antigene a doser 1 avec le meme 
antigene marque par un systeme redox 3 cationique ou 
procationique, face a un anticorps 5 specif ique dudit 
antigene 1 et present en quantite limitee. L 1 antigene 
5 1 marque par le systeme redox 3 porte la reference 
globale 7. 

Les affinites de l- f anticorps 5 pour les anti- 
genes 1 et 7 sont voisines. Enfin, les quantites d '.anti- 
genes marques 7 et d' anticorps 5 sont connues. 

10 . Lors de 1'immunoreaction, les antigenes mar- 

ques 7 reagissent avec les anticorps specifiques 5 
de fagon a former des complexes 9 et respectivement 
les antigenes 1 et- les anticorps 5 forment des complexes 
10. Compte tenu de la quantite limitee d* anticorps 

15 5, tous les antigenes 1 ou 7 ne peuvent pas reagir 
avec les anticorps 5/ et certains d'entre eux restent 
a l'etat libre. Parmi ceux-ci toutefois, seuls les 
antigenes marques 7 pourront penetrer a 1' inter ieur 
d'un film polyanionique 11 qui recouvre la surface 

20 d'une electrode 13 constitute d'un cylindre de carbone 
-vitreux. Par contre, les complexes 9 anticorps-antigene 
marque ne pourront pas s'accumuler dans le film poly- 
.anionique 11, en raison de leur taille et de leur masse 
moleculaire. Ceci' permet d'effectuer une selection 

25 et done des mesures fiables. 

On notera que l 1 electrode 13 recouverte du 
film polyanionique 11 pourrait etre remplacee par une 
electrode en pate de carbone dans laquelle le compose 
polyanionique serait noye. Cette variante n'est pas 

30 representee sur les figures et dans la description, 
seule la premiere variante utilisant le film 
polyanionique est decrite en detail. 

L 1 accumulation des antigenes marques 7 a 
l'interieur du film polyanionique 11 permet d'ampli- 

35 fier le signal observe a la sortie de 1' electrode 13. 
Cette electrode 13 est en effet reliee a des moyens 
de detection electrochimique 15 permettant I'inter- 
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pretation de ce signal. Ces moyens de detection 15 
comprennent par exemple, un dispositif de mesure ampe- 
rometrique, coulometrique ou voltammetrique 17 qui 
sera detaille ulterieurement, ce dernier etant relie 
5 a un appareil pour tracer des graphes 19 fournissant 
des courbes de resultats. 

Dans le mode de realisation de l 1 invention 
qui vient d'etre decrit, le film 11 est anionique et 
le systeme de marquage 3 est cationique ou 
10 procationique, toutefois il est bien evident que 
1' inverse pourrait egalement etre realise sans nuire 
au f onctionnement de 1' invention, 

Les diverses etapes de ce procede et les 
moyens mis en oeuvre pour le realiser vont maintenant 
15 etre decrits plus en detail. 

Comme cela a ete explique precedemment , le 
procede de dosage selon 1' invention permet de doser 
des antigenes, et plus specif iquement des medicaments 
pour lesquels il est necessaire de faire, soit un suivi 
20 therapeutique, c'est-a-dire d 1 en determiner a interval- 
les reguliers la . quantite presente dans un echantillon 
biologique, soit un dosage en toxicologie d'urgence, 
c'est-a-dire d f en determiner la presence ou 1' absence 
dans un prelevement ef fectue sur un malade arrivant 
25 a T'hopital. 

Ces antigenes, pour pouvoir etre marques 
avec I'un des systemes redox cationique ou procatio- 
nique 3 qui seront decrits ulterieurement, doivent 
presenter au moins un groupement fonctionnel et . de 
30 preference, une fonction amine primaire ou secondaire 
ou une fonction carboxylique . En outre, ils doivent 
etre constitues par des molecules suffisamment petites 
pour etre en mesure de penetrer dans le film. 

Parmi les medicaments repondant a ces caracte- 
35 ristiques et qui peuvent etre doses avec le procede 
selon 1' invention, on citera notamment : 

- les antidepresseurs tricycliques tels que 
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la desipramine, 1 1 imipramine , la nortriptyline, l'ami- 
triptyline, la clomipramine , la maprotiline et atypiques 
tels que la nomifensine, la mianserine, 1 1 amineptine, 
la zimelidine, 

5 - les antiepileptiques tels que les derives 

des barbituriques , notamment le phenobarbital, le mepho- 
barbital, ou tels que les hydantoines, notamment la 
phenytoine, la mephenytoine , la carbamazepine et I'acide 
valprolque, 

10 - les tranquilisants derives des benzodiaze- 

pines, notamment le diazepam, le nitrazepam, 

- les neuroleptiques tricycliques tels que 
la chlorpromazine et la trifluoperazine, 

- les neuroleptiques tels que 1 ' haloperidol , 
15 le f luospirilene, 

- les antitumoraux tels que le methotrexate, 
le 5-f luoro-uracile et 1 1 azathioprine, 

- les vitamines telles que la biotine, 

- les alcaloides, 
20 - les amphetamines; 

- les antibiotiques, 

- les cardiotoniques et les antiarrythmiques , 

- les neurotransmetteurs et leurs derives, 

- les antihistaminiques , 

25 - les immunosuppresseurs telle la cyclospo- 

rine, 

- la theophylline, ou 

- les pesticides. 

Parmi ceux-ci, on donne ci-apres la formule 
30 chimique de : 

- la nortriptyline : 
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- la desipramine : 



CH 
I 3 

•CH -CH -CH -N-H 
22a' 




- 1" amphetamine : 



10 



CH -CH- NH 
I 

CH 



2 1 



3 



15 - la biotine: 

H 



NH T~C 



20 



„ '-CH -CH -CH -CH -COOH 

H • 2 2 2 2 



Comme cela a ete explique precedemment, pour 
que la reaction immunologique qui a ete decrite en 
figure 1 se deroule correctement, il est necessaire 
25 que le systeme de marquage redox 3 ne perturbe pas 
la reconnaissance par 1' anticorps 5, de l'antigene 
marque 7 . 

Les systemes de marquage repondant a ces 
imperatifs et susceptibles de se lier avec une substance 
30 ou un medicament presentant au moins un groupement 
fonctionnel et notamment une fonction amine primaire 
. ou secondaire ou une fonction carboxylique , sont choisis 
parmi les derives des couples : 

- f errocene/f erricinium (Fc/Fc + ) : 



35 




F« 

<9> 
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- pyrrolidinyloxy/pyrrolidinyloxonium 
(N0-/N0+) : 

0* 
I 



10 



20 



30 



H 3 C yJKfi CH 3 
H 3 C / \_( N CH 3 



-- ethyl alkyl viologene (sous forme de 
15 dibromure) /radical viologene (EV 2+ /EV- + ) : 

H C-CH -*nO)—(O n *- r 



-2 



Br Br 



et leurs derives. 

Parmi ces derives, on pourra citer par exem- 
ple des sels tels que 1 'hexaf luorophosphate , le tetra- 
phenylborate ou le tetraf luoroborate de 1 1 acide carboxy- 
25 iique du cobalticinium. 

Le tableau 1 figurant ci-apres illustre quatre 
exemples de medicaments qui ont ete marques avec cer- 
tains des differents systemes redox de marquage poten- 
tiels. Les medicaments marques obtenus sont numerotes 
de 1 a 10. Le tableau donne egalement 1' analyse elemen- 
taire de ces medicaments marques. 



35 
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Les antigenes marques n° 1 a 3 et 5 a 10 
ont ete mis au point lors de la realisation du precede 
de dosage et sont egalement particulierement adaptes 
au kit de dosage decrit ulterieurement . 
5 Le procede de marquage des medicaments par 

l'un des systemes redox precites est realise de la 
fagon suivante. 

Les medicaments presentant une fonction amine 
primaire ou secondaire peuvent etre symbolises par 

10 la formule Med-NR 1 H f tandis que le systeme de marquage 
redox M se presente sous forme de chlorure d'acide 
ou d' ester d 1 hydroxysuccinimide . En 1 1 occurrence , le 
procede de marquage peut s'effectuer selon la reac- 
tion (1) (qui a servi a preparer les medicaments marques 

15 1/ 5 et 7 du tableau 1) ou selon les deux reactions 
(1') et (2') (qui ont servi a preparer les medicaments 
2, 4, 6 et 8 du tableau 1) : 



20 



MCC1 + Med-NR^H Z^£l > Med-NR^CM (1) 

O 



o 



ou 



25 



MCOH + HON 
O 



/ 



O 
« 



o 



DCC x M-C-O-N ' 

O ^ 



(1' ) 



8 

oil DCC est le dicyclohexylcarbodiimide 



30 



O 



M-C-O-N 
0 V 



+ Med-NR 1 !! 



O 

/ 

Med-NR^-CM + HON 

O ^ 



(2 1 ) 



K 

O 



35 
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Les medicaments presentant une fonction carbo- 
xylique peuvent etre symbolises par la formule R 2 COOH. 
lis sont prealablement traites avec 1' hydrazine NH 2 -NH 2 
selon la reaction (3) et 1' hydrazine ainsi obtenue 
5 reagit avec un chlorure d'acide selon la reaction (1) 
precedente : 

R 2 C0H + NH 2 -NH 2 >R 2 CNHNH 2 + H 2 0 (3) 

O O 

10 

Cette reaction a servi a marquer le medica- 
ment 10 du tableau 1. 

Enfin, le marquage au viologene s'effectue 
en deux etapes (4) et (5) qui ont permis de preparer 
15 les medicaments 3 et 9 du tableau 1 : 

Med-NRlH + Br(CH 2 ) 5 CCl -HC1 > Med-NR^C ( CH 2 ) 5 Br (4). 

O o 



20 Med-NRlc(CH 2 ) 4 CH 2 Br + ^ Q^I+-CH 2 - 



Med-NRlC(CH 2 ) 4 -CH 2 + -lf CZ> 
O Br- 




25 La figure 2 illustre la structure de la cel- 

lule dans laquelle sont effectuees 1 1 accumulation sur 
1' electrode modifiee 13 puis la mesure amperometrique 
apres que la reaction antigene-anticorps ait eu lieu. 

Cette cellule se compose par exemple d'un 
30 reservoir central 21 d'un diametre interne de 13 mm, 
a Tinterieur duquel on depose 0,5 a 1 ml de solution 
a analyser 2 3 contenant 1 1 echantillon biologique a 
analyser (serum, urine, etc ... ) dilue dans un tampon 
" • pH 7,4. Cet echantillon est generalement present en 
35 une quantite de quelques dizaines de microlitres. Le 
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10 



15 



20 



reservoir 21 comprend en outre deux tubulures laterales 
24 dans lesquelles sont disposees une contre-electrode 
en fil de platine 25 et une electrode de reference 
Ag/AgCl 27. L 1 electrode 13 en carbone vitreux recouverte 
d'une couche du film polymere anionique 11 et sur 
laquelle a lieu la reaction de 1 1 invention est plongee 
dans le reservoir 21 . 

Le cylindre de carbone vitreux 13 a usage 
unique est place dans un manchon 29 de Teflon (marque 
deposee). Cet ensemble est fixe sur une electrode 
tournante 31 Tacussel type EDI 101T. Le contact entre 
le cylindre de carbone 13 et les conducteurs electriques 
33 de I 1 electrode 31 est assure par un ressort 35. 

Du fait de la nature cationique des marqueurs, 
le film de polymere sera de nature polyanionique . 

De faqron avantageuse r ce polymere est un 
polymere perfluore auquel sont greffes des groupements 
acide sulfonique. 11 est connu sous le nom de marque 
Nafion (fabrique par E.I. DUPONT DE NEMOURS), et'pre- 
sente la formule chimique suivante : 



25 



— [(CF 2 -CF 2 ) m - 



CF CF 2 

O 
I 



f?2 



CF3 



CF 
I 
O 

CF2CF2SO3H 



s 



30 



35 



dans laquelle , m est compris entre 5 et 13 , 5, n vaut 
environ 1000 et k est un entier compris entre 1 et 
3. De preference, le polymere utilise a une masse de 
1100 g par mole de site SO3H. A pH 7,4, il est sous 
forme polyanionique. 

L 1 electrode sera fabriquee de faqron a presen- 
ter des resultats reproductibles , a partir d 1 une solu- 
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tion de Nafion 117 commercialisee par la Societe 
Aldrich, (reference 27, 470-4). 

Ce polymere est thermiquement et chimiquement 
tres stable, insoluble dans l'eau seule et done dans 
5 les analytes. II presente de bonnes proprietes de 
transport ionique. Les groupements fluores assurent 
le caractere hydrophobe et les groupements SO3", le 
caractere ionique du polymere. 

Sur la figure 1, les antigenes marques 7 
10 peuvent se fixer, via un echange ionique, soit a la 
surface du film 11, soit en profondeur, apres que la 
reaction immunologique ait eu lieu. L ' electrode modi- 
fiee 13 est plongee dans la solution 23 (voir figure 
2) et ce pendant une duree determinee, dite "duree 
15 d» accumulation" , de fagon que les antigenes marques 
7 aient le temps de se concentrer dans le film 11 et 
que 1' electrode 13 puisse ainsi fournir un signal ampli- 
fie, au moyen electrochimique de detection 15. Pendant 
cette periode d 1 accumulation, 1' electrode 13 est main- 
2 0 tenue en circuit ouvert lorsque le marqueur est catio- 
nique ( cobalticinium et viologene, par exemple) ou 
a un potentiel anodique constant pour les marqueurs 
procationiques (ferrocene et pyrrolidinyloxy , par exem- 
ple). En outre, de fagon avantageuse, 1' electrode 
25 modifiee est animee d'un mouvement de rotation de fagon 
a faciliter le cheminement des antigenes marques 7 
vers le film 11. Puis, on interrompt la rotation pour 
effectuer la mesure electrochimique. 

II faut cependant noter qu 1 une fois la mesure 
30 effectuee, le polymere est pollue par l'antigene marque 
et qu^l ne peut plus etre utilise pour une nouvelle 
mesure. II est done necessaire de remplacer le cylindre 
de carbone 13 recouvert du film 11, a chaque mesure. 

Comme decrit precedemmejit , les moyens 
35 electrochimiques de detection 15 comprennent un 
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dispositif de mesure 17 qui peut etre un appareil de 
mesures par amperometrie, par coulometrie ou 
voltamperometrie, et de fa?on avantageuse, par 
voltammetrie a vague carree. 
5 La voltammetrie a vague carree utilise la 

contre-electrode 25, 1* electrode de reference 27 et 
1* electrode de travail 13 modifiee par un film de 
Nafion, illustrees a la figure 2, 

Comme illustre en figure 3, la voltammetrie 

10 a vague carree consiste a effectuer un balayage en 
tension entre 1' electrode de reference 27 et 1* electrode 
modifiee 13. On obtient des pics d'intensite A dont 
on mesure la valeur maximale H. 

Afin de montrer 1 ' ef f icacite du film de 

15 Nafion, on a effectue un test comparatif entre une 
electrode recouverte d'un film de Nafion et une 
electrode en carbone vitreux nu (voir figure 4). 

Des mesures de voltametrie a vague carree 
ont ete effectuees avec une concentration connue 

20 (0,9.10~ 6 M) en amphetamine marquee au cobalticinium, 
seule, jen solution. Sur la figure 4 jointe, la courbe 
CI illustre les resultats obtenus avec une electrode 
en carbone vitreux nu et la. courbe C2 , les resultats 
• obtenus par une electrode recouverte d'un film de 

25 Nafion, apres accumulation pendant 5 minutes. La valeur 
du courant de pic de la courbe CI est de 1,5 uA tandis 
que la valeur du pic de la courbe C2 est de 63,05 uA. 

On peut done constater que pour une concentra- 
tion identique de produits presents dans un echantillon, 

30 1' electrode recouverte du film de Nafion permet d 1 ampli- 
fier le signal d' environ 4 0 fois, dans ce cas . La 
sensibilite des resultats est done grandement amelioree 
par la presence du film de Nafion, qui permet en outre 
de detecter des quantites extremement faible de produits 

35 presents dans 1 ' echantillon initial. 
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Pour realiser le procede selon 1» invention, 
l'une des etapes preliminaires consiste a effectuer 
une courbe d ' etalonnage du medicament marque f seul 
en solution et de mesurer les differents courants de 
5 pics obtenus en fonction de concentrations croissantes 
connues de medicament marque. La figure 5 est une courbe 
d' etalonnage obtenue pour '1 1 amphetamine marquee au 
cobalticinium, seule, dans un tampon pH 7,4, pour un 
temps d 1 accumulation de 5 minutes et une vitesse de 
10 rotation de 1' electrode de 600 tours/minutes. Cette 
courbe montre que le domaine de linearite est impor- 
tant (echelle logarithmique ) . 

Divers tests ont ete effectues afin de prouver 
l'efficacite du procede selon 1 ' invention . 
15 Test d 1 interaction antigene marque/antigene non marque 

Dans les conditions de 1 1 immunodosage , c'est- 
a-dire a pH 7,4, la couche 11 de polymere de Nafion 
est en mesure d'accumuler, non seulement les antigenes 
7 marques par un systeme redox 3 caticnique ou 
20 procationique, mais eventuellement aussi la forme 
protonee des antigenes 1 lorsque ceux-ci correspondent 
a la formule Med-NR 1 H. Des tests effectues sur 
1 1 amphetamine ont montre que le signal produit par 
1 • amphetamine marquee 7 n'est pas modifie par l'apport 
.25 croissant d 1 amphetamine 1 seule. En revanche, on a 
pu constater, dans le cas de la nortriptyline et de 
la desipramine, que cette interference entrainait une 
diminution du signal electrique observe a la sortie 
de l f electrode 13. 
30 Compte tenu de ces resultats, il est souhai- 

table de transformer chimiquement 1' antigene 1 initia- 
lement cationique en une forme anionique qui ne pourra 
pas reagir avec . le film anionique 11. Cette transfor- 
mation s'effectue en ajoutant a cet antigene Med-NR^H, 
35 de l 1 anhydride succinique selon la reaction chimique 
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(6). On obtient ainsi les formes acides modifiees de 
la nortriptyline et de la desipramine : 



5 Med-NR^H + O 



\ 



O 



-fMed-NR I C CH 2 CH 2 CO- (6) 
O O 



On notera qu'inversement, si on utilisait 
10 un antigene 1 anionique, on le traiterait de fagon 
a l 1 avoir sous une forme cationique ne reagissant pas 
avec un film cationique, 

Cette modification du medicament supprime 
1 ' interference et en consequence restaure le signal 
15 initial* 

La figure 6 represente 1' influence exercee 
par des concentrations croissantes de desipramine simple 
(courbe CI) et de desipramine modifiee pour se presenter 
sous une forme anionique (courbe C2 ) , sur le pourcentage 

20 de signal electrique que fournit la desipramine marquee 
au cobalticinium. Cette derniere est presente selon 
une concentration de 2.10~ 7 M. On constate qu 1 en pre- 
sence de desipramine simple (courbe CI ) , cette derniere 
occupe des sites anioniques du film 11, de fagon abusive 

25 et que la desipramine marquee au cobalticinium ne peut 
reagir completement avec les sites du film 11. En 
consequence, le pourcentage de signal electrique du 
aux systemes redox diminue. Au contraire, en presence 
du medicament modifie sous forme anionique (courbe 

30 C2 ) , le pourcentage de signal n'est pas influence. 
En outre, cette transformation chimique du medicament 
(antigene) a un second avantage. L'anticorps 5 (voir 
figure 1) presente une meilleure af finite pour 
1' antigene 1 lorsque celui-ci est sous forme anionique. 

35 En consequence, on observe une meilleure sensibilite 
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de dosage. 

Test d' i nteraction antigene marque/serum normal de 
lapin 

En 1' absence d 1 anticorps 5, il faut evaluer 
5 les interactions non specif iques (liaisons proteiniques ) 
du serum avec les medicaments marques, car le signal 
electrique correspond aux molecules n 1 interagissant 
pas. La figure 7 illustre 1» influence du serum normal 
de lapin sur 1 • accumulation dans 1' electrode de l'anti- 

10 gene marque, ici la nortriptyline marquee respectivement 
avec du cobalticinium ( courbe CI ) , du pyrrolidinyloxy 
(courbe C2 ) et du ferrocene (courbe C3 ) . Lorsque les 
medicaments sont marques au cobalticinium, 1' addition 
de serum normal de lapin inf lue peu sur le signal elec- 

15 trique. C'est ce qu 1 illustre la courbe CI oil la concen- 
tration en medicament marque est de 5.10~ 7 M. Ceci resul- 
te du caractere ionique, done hydrophyle du marqueur. 
En revanche, lorsque ce medicament a une concentration 
de 10~ 6 M est marque au pyrrolidinyloxy (courbe C2) 

20 ou au ferrocene (courbe C3), la chute du signal est 
plus importante en raison du caractere hydrophobe des 
medicaments marques. 

Test d' interaction anticorps/antiqene marque 

Afin de verifier que la reaction immunolo- 

25 gique s'effectue correctement , il est necessaire de 
montrer que les anticorps specif iques 5 sont non seule- 
ment efficaces vis-a-vis des antigenes 1 seuls mais 
egalement vis-a-vis des antigenes marques 7 et que 
la presence du systeme de marquage redox 3 ne modifie 

30 pas ^interaction avec 1* anticorps. La figure 8 il- 
lustre le dosage de 1' antiserum, e'est-a-dire du serum 
contenant !■ anticorps. (II faut noter qu'avant le dosage 
immunplogique proprement dit, il est necessaire de 
determiner la quantite d 1 anticorps que 1 1 on devra 

35 ajouter par la suite lors des dosages pour etre en 
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defaut d 1 anticorps ) . 

On a ajoute a une solution contenant une 
quantite fixe d'antigenes marques 7 (ici la desipramine 
marquee par du cobalticinium, concentration 2,7.1c" 7 M) 
et dans laquelle plongeait 1' electrode 13, des quantites 
croissantes d' anticorps 5. Cette addition d' anticorps 
fait chuter le signal electrique obtenu a 1' electrode 
13 en raison de 1 ■ appauvrissement de la solution en 
desipramine marquee libre, seule susceptible de penetrer 
* I'interieur du film polyanionique 11. En d'autres 
termes, les complexes anticorps/antigenes marques 9 
ne peuvent pas penetrer dans ce film 11 et ne sont 
done plus comptes, ce qui explique la diminution du 
pourcentage de signal electrique. 
15 A titre d'exemple purement illustratif, la 

methode de SCATCHARD a permis de determiner la constante 
d'af finite de 1' anticorps pour la desipramine marquee 
par le cobalticinium, et cette constante est egale 
a 5.10 7 M" 1 . 

2 0 Exemple de realisation pratique du procede selon 1' in- 
vention 

Comme dans tout dosage immunologique , avant 
d'entreprendre des determinations de concentrations 
inconnues sur des echantillons biologiques, il est 
25 necessaire d'etablir une courbe d' etalonnage pour une 
gamme de concentrations donnees. Pour cela, cinq solu- 
tions ont ete preparees, ce sont les suivantes : 

- solution A : antigene marque, ici de la 
desipramine marquee au cobalticinium, (concentration 

-30 10~ 5 M), dissoute dans de l'ethanol, 

- solution B : antigene seul, modifie, e'est- 
a-dire la desipramine modifiee sous sa forme anionique 
et dissoute dans un tampon pH 7,4, ( c ■ est-a-dire la 
solution E) concentration 10~ 5 M, 

35 - solution C : serum normal de lapin dilue 
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au 1/5 dans le tampon pH 7,4, (c'est-a-dire la solution 
E), 

- solution D : anticorps, ici anti-serum 
de lapin dilue au 1/5 dans le tampon pH 7,4, (c'est-a- 
5 dire la solution E), 

~ solution E : tampon pH 7,4 (2,7 g de 
Na 2 HPp 4 , 12 H 2 O+0,338 g NaH 2 P0 4 , 2 H 2 0+l,64 g NaCl+eau 
jusqu'a 500 ml) . 

Ensuite, on a prepare 3 tubes a essai dans 
10 lesquels on a effectue les melanges suivants : 

tube temoin (1) : solution A + solution 

C + solution E, 

tube de zero ( 2 ) : solution A + solution 
D + solution E, 

15 tube etalon (3) : solution A + solution 

B + solution D + solution E. 

Les solutions ont ete homogeneisees , puis 
mises a incuber par exemple a 37°C pendant 60 minutes, 
de faqron a atteindre l'equilibre de la reaction anti- 
corpsrantigene. 

On les a ensuite transferees successivement 
dans la cellule d • electrolyse 21, elle-meme plongee 
dans un bain thermostate a 25 °C. Les mesures sont ef- 
fectuees en plongeant 1' electrode 13 revetue du film 
25 de Nafion 11 dans la cellule et en lui imposant une 
rotation de 6 00 tours par minute pendant 5 minutes 
(periode d 1 accumulation des antigenes marques libres). 
On effectue ensuite la mesure. de voltammetrie a vague 
carree. 

- 30 L' obtention d 1 une courbe d'etalonnage fait 

intervenir trois mesures pour chaque point. 
Tube 1 : Ag marque + serum — f courant de pic 1^, 
Tube 2 : Ag marque + Ac — f courant de pic I 2 , 

Tube 3 : Ag marque + Ag seul + Ac ^ courant de pic I3. 

Les resultats sont illustres dans la figure 
9 jointe. Dans le premier cas , tous les antigenes mar- 
ques peuvent se fixer sur 1' electrode et se concentrer 
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dans le film de polymere, ce qui explique la valeur 
elevee du courant de pic l 1 . Dans le deuxieme cas, 
une partie des antigenes marques reagit avec les anti- 
corps et seuls les antigenes marques en exces se concen- 
5 trent sur 1" electrode. Ceci explique la faible valeur 
du courant de pic I 2 . Enfin, dans le troisieme cas , 
la reaction de competition entre les antigenes marques 
et les antigenes non marques, face aux anticorps a 
lieu. Une fraction des antigenes marques libres moins 
10 importante que dans la deuxieme mesure, se concentre 
sur 1" electrode. Le courant de pic I3 est done une 
valeur intermediaire ..entre.. I.i et I2. 

Le pourcentage de signal est defini par 
(10Q.I 2 )/Ii et le signal B/B Q (%) est egal a 
15 100(I 1 -I 3 )/(l 1 -i 2 ) . 

A partir de ce type de resultats, on peut 
tracer une courbe d 1 etalonnage , telle que celle il- 
lustree en figure 10. Cette courbe peut etre utilisee 
pour 1' analyse d'un echantillon contenant une quantite 
inconnue de desipramine modifiee (anionique). 

Par ailleurs, le prpcede selon 1 1 invention 
permet d'envisager la realisation de multidosages . 
En effet, comme illustre en figure 1, il est possible 
de doser en parallele non seulement un antigene 1 mais 
25 egalement uh antigene different 1' et de faire reagir 
ce dernier en competition avec un antigene 1 1 marque 
par un systeme redox different 3 1 face a des anticorps 
5 1 specif iques de 1 1 antigene l 1 . En effet,. les derives 
du ferrocene, du cobalticinium, du pyrrolidinyloxy 
et du viologene presentent des pics d^ntensite a des 
potentiels suffisamment differents les uns des autres 
pour que 1 1 on puisse detecter une succession de pics 
sur une courbe de resultats. 

Pour les medicaments 1 a 10 du tableau 1, 
les valeurs des potentiels correspondants aux pics 
d'intensite des differents systemes redox sont donnees 
dans le tableau 2 ci-apres . 
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Ainsi, en utilisant au moins deux systemes 
de marquage differents, on peut doser simultanement 
en une seule mesure, au moins deux medicaments presents 
dans un unique echantillon provenant d'un malade. On 
5 comprend bien qu'en toxicologic d'urgence, ce type 
de tests de depistage peut permettre de depister rapi- 
dement la presence et les concentrations de plusieurs 
medicaments d 1 usage courant. 

La figure 11 illustre justement un triple 
10 dosage effectue sur un echantillon contenant simulta- 
nement de la nortriptyline marquee au cobalticinium, 
de 1 'amphetamine marquee au ferrocene et du dimethyl- 
viologene. 

. Les mesures ont ete realisees a une tempe- 

15 rature de 25°C, avec une electrode revetue de Nafion, 
tournant a 600 t/min, apres 5 minutes d 1 accumulation 
a 0,6 V. Au cours de la mesure, on a balaye le poten- 
tiel entre + 0,6Vet-l,4Vetl'ona observe trois 
pics numerotes respectivement PI, P2 et P3 . Le pic 

20 PI situe au voisinage de 0,19 V correspond au medicament 
marque par le ferrocene, le pic P2 situe a -0,77 V 
correspond a la reduction du dimethyl viologene et 
le pic P3 situe a environ -1,11 V correspond a un medi- 
cament marque par le cobalticinium. 

25 En reportant les valeurs d'intensite obtenues 

sur une courbe d'etalonnage preetablie, il serait pos- 
sible de deduire les concentrations des differents 
medicaments. ici la concentration de la nortriptyline 
marquee au Cc + etait de 5,0,10~ 7 mol.l"!, celle de 

30 1 1 amphetamine marquee au Fe de 3,45.10~ 7 mol.1-1 et 
celle du methyl viologene de 5,2.10~ 8 mol.l" 1 . 

L» invention concerne egalement un kit de 
dosage utilisant le principe du procede qui vient d'etre 
decrit. Ce kit est schematise en figure 12. 

35 II comprend un contenant 4 0 qui contient 
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au moins un type de complexe anticorps 5, S'-antigene 
marque par le systeme redox ionique 3, 3'. Ce complexe 
peut etre fixe . ou non sur le contenant. L'antigene 
correspond a celui que l f on souhaite doser. 
5 Sur cette figure 12, le contenant 4 0 revet 

la forme d'un tube a essai et permet de realiser une 
analyse sequentielle . Toutefois, il est bien evident 
que ce contenant pourrait egalement se presenter sous 
forme d'une plaque de dosage multi-puits. Par ailleurs, 

10 il est egalement possible d'effectuer une analyse en 
flux continu et dans ce cas, le complexe Ac/Ag marque 
9, 9' est fixe sur des billes de natures diverses qui 
jouent le role de support 40. Ces differents types 
de contenants ou de supports sont donnes a titre d ' exem- 

15 pie illustratif s. lis sont a usage unique. 

Le kit de dosage selon 1* invention comprend 
egalement une electrode 13 revetue d'un film 11 poly- 
ionique, de polarite contraire a celle du systeme 3, 
3' et avantageusement polyanionique. De fagon avanta- 

20 geuse, ce film 11 est le film polyanionique de Nafion 
(marque deposee) precedemment decrit et le systeme 
de marquage redox 3, 3' est de nature cationique ou 
procationique, tels que ceux qui ont ete precedemment 
decrits. On pourrait egalement utiliser un kit compre- 

25 nant des complexes Ac/Ag marques par un systeme redox 
anionique ou proanionique et une electrode revetue 
d'un film polycationique . 

Enfin, le kit peut comprendre eventuellement 
des tubes a essais 42, 44 contenant des echantillons 

30 standard de quantites connues d'antigene a doser I 1 
et 1 respectivement . Ces tubes permettent de realiser 
lai courbe d'etalonnage selon le principe precedemment 
decrit. L ' utilisateur peut egalement preparer lui-meme 
ses echantillons standard. 

35 Lors de 1 1 utilisation de ce kit de dosage, 
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on verse 1 • echantillon biologique 23, contenant les 
antigenes 1, 1', eventuellement traites pour se pre- 
senter sous forme anionique, dans le tube 40. La reac- 
tion de competition a lieu et certains antigenes 1, 
.5 1' vont deloger les antigenes marques 7, 7' pour se 
fixer a leur place sur les anticorps 5, 5 • . La suite 
de la reaction est identique a ce qui a ete decrit 
precedemment pour le procede, notamment en ce qui 
concerne les moyens de detection electrochimique et 
10 1' analyse des resultats sur la base de la courbe 
d ' etalonnage. 
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REVENDICATIONS 

1. Antigene marque par an systems redox dont 
l'une des formes est ionique, destine a etre utilise 

5 dans un procede de dosage immunologique avec detection 
electrochimique, de cet antigene ou dans un kit de 
dosage immunologique de cet antigene, caracterise en 
ce que 1" antigene marque est choisi parmi la 
nortriptyline marquee a. 1 1 hexaf luorophosphate de l'acide 

10 carboxylique du cobalticinium, au pyrrolidinyloxy ou 
au dibromure d 1 ethyl alkyl viologene ; 1 1 amphetamine 
marquee au tetraf luoroborate de l'acide carboxylique 
du cobalticinium ou au pyrrolidinyloxy, la desipramine 
marquee a 1 9 hexaf luorophosphate de 1 1 acide carboxylique 

15 du cobalticinium, au pyrrolidinyloxy ou au dibromure 
d f ethyl alkyl viologene ; ou la biotine marquee au 
tetraphenylborate de 1' acide carboxylique du 
cobalticinium. 

2. Procede de dosage immunologique avec detec- 
2 0 tion electrochimique, d'au moins un antigene comprenant 

au moins un groupement fonctionnel, comprenant les 
etapes consistant a : 

- preparer une solution a analyser comprenant 
une solution aqueuse tamponnee au pH physiologique 

25 et un echantillon biologique (23) contenant au moins 
l'un des antigenes a doser (1, 1'), 

- mettre en competition au moins l'un desdits 
antigenes a doser (1, 1') avec le meme antigene (7, 
7') marque par un systeme redox dont 1 • une des formes 

30 est ionique (3, 3 1 ), face a un anticorps (5, 5') 
specif ique desdits antigenes (1, 7 ; 1', 7 f ) et present 
en quantite limitee, ce procede etant caracterise en 
ce qu'il consiste en outre a : 

- collecter sur une electrode (13) comprenant 
35 un compose polyionique (11) de polarite contraire a 
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celle du systeme redox (3, 3'), les antigenes^ marques 
(7, 7 1 ) non lies a l'anticorps specif ique (5 f 5 1 ) , 
de fagron que ces antigenes marques (7, 7') penetrent 
a l'interieur dudit compose polyionique (11) et se 
5 concentrent dans celui-ci pendant une periode 
d ' accumulation , 

- mesurer le signal fourni par ladite electro- 
de (13) a 1" issue de la periode d 'accumulation, grace 
a des moyens de detection electrochimique (15), relies 

10 £ cette electrode, 

3. Procede de dosage immunologique selon 
la revendication 2, caracterise en ce que 1' electrode 
(13) est revetue d'un film polyionique (11), 

4. Procede de dosage immunologique selon 
la revendication 3, caracterise en ce que le systeme 
redox (3, 3 1 ) est cationique ou procationique et en 
ce que le film (11) recouvrant 1« electrode (13). est 
polyanionique . 

5. Procede de dosage immunologique selon 
20 la revendication 4, caracterise en ce que le film poly- 
anionique (11) recouvrant 1' electrode (13) est un poly- 
mere perfluore, porteur de sites anioniques, au pH 
physiologique . 

6. Procede de dosage immunologique selon 
la revendication 5, caracterise en ce que le film poly- 
anionique (11) recouvrant 1' electrode (13) est un poly- 
mere perfluore de formule : 

- [(CF 2 -CF 2 ) m — CF CF 2 Jn * 

I 

_^F — CF 3 
I 

CF 2 CF2S0 3 H 

35 dans laquelle m est compris entre 5 et 13,5, n vaut 
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environ 1000 et k est un entier compris entre 1 et 
3. 

7. Procede de dosage immunologique selon 
la revendication 2, caracterise en ce que l'antigene. 

5 (1, 1' ; 7, 7') est une molecule comprenant au moins. 
une fonction amine primaire ou secondaire ou une fonc- 
tion carboxylique. 

8 . Procede de dosage immunologique selon 
la revendication 2 ou 7, caracterise en ce que les 

10 antigenes (l r l 1 ) a doser sont choisis parmi : 

- les antidepresseurs tricycliques tels que 
la desipramine, 1 1 imipramine , la nortriptyline, l'ami- 
triptyline, la clomipramine, la maprotiline et atypiques 
tels que la nomifensine, la mianserine, 1 1 amineptine , 

15 la zimelidine, 

- les antiepileptiques tels que les derives 
des barbituriques , notamment le phenobarbital , le mepho- 
barbital, ou tels que les hydantoines, notamment la 
phenytoine, la mephenytoine, la carbamazepine et l'acide 

20 valprolque, 

- les tranquilisants derives des benzodia- 
zepines, notamment le diazepam, le nitrazepam, 

- les neuroleptiques tricycliques tels que 
la chlorpromazine et la trifluoperazine, 

25 - les neuroleptiques tels que 1 1 haloperidol, 

le f luospirilene, 

- les antitumoraux tels que le methotrexate, 
le 5-f luoro-uracile et 1 1 azathioprine, 

- les vitamines telles que la biotine, 
30 - les alcaloldes, 

- les amphetamines, 

- les antibiotiques , 

- les cardiotoniques et les antiarrythmiques , 

- les neurotransmetteurs et leurs derives, 
35 - les antihistaminiques , 
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- les immunosuppresseurs tels que la cyclo- 



sporins. 



- la theophylline, ou 

- les pesticides. 

5 9. Precede de dosage immunologique selon. 

la revendication 4, caracterise en ce que le systeme 
redox de marquage (3, 3') est choisi parmi les derives 
du ferrocene, du cobalticinium, du pyrrolidinyloxy 
ou du viologene. 

10 10. Procede de dosage immunologique selon 

la revendication 3, caracterise en ce qu 1 avant d'etre 
mis en competition, l'antigene a doser (1, l f ) est 
traite de fa?on a ce qu'il se presente sous une forme 
ionique de meme polarite que celle du film (11) recou- 

15 vrant 1' electrode (13). 

11. Procede de dosage immunologique selon 
les revendications 4 et 10, caracterise en ce qu' avant 
d'etre mis en competition, l'antigene a doser (1, l 1 ) 
est traite par 1' anhydride succinique de fagon a prendre 

20 une forme anionique. 

12. Procede de dosage immunologique selon 
la revendication 2, caracterise en ce que les moyens 
de detection electrochimique (15) sont choisis parmi 
I'amperometrie, la coulometrie, la voltamperometrie 

25 ou la voltammetrie a vague carree. 

13. Procede de dosage immunologique selon 
les revendications 4 et 6, caracterise en ce que les 
moyens de detection sont la voltammetrie a vague carree. 

14. Procede de dosage immunologique selon 
30 la revendication 4, caracterise en ce que le systeme 

redox (3, 3') est procationique et en ce que 1' electrode 
(13) est maintenue a un potentiel positif pendant la 
periode d 1 accumulation . 

15. Procede de dosage immunologique selon 
35 la revendication 3, caracterise en ce que le systeme 
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redox (3, 3 1 ) est cationique et eri ce que 1' electrode 
(13) est maintenue en circuit ouvert pendant la periode 
d 1 accumulation . 

16. Procede de dosage immunologique selon 
5 I'une quelconque des revendications precedentes, carac- 
terise en ce que 1* electrode (13) revetue du film poly- 
ionique (11) est a usage unique. 

17. Kit de dosage immunologique d ' au moins 
un antigene (1, 1') comprenant au moins un groupement 

10 fonctionnel, caracterisee en ce qu'il comprend : 

- au moins un support ou un contenant (40) 
possedant au moins un type de complexe (9, 9 f ) anti- 
corps (S)-antigene (7 , 7 1 ) marque par un systeme redox 
dont l'une des formes est ionique (3, 3'), 1 1 antigene 

15 (7, 7') correspondant a celui (1, 1') que l'on souhaite 
doser et 

- une electrode (13) comprenant un compost 
polyionique (11) de polarite contraire a celle dudit 
systeme redox (3 f 3 1 ). 

20 18. Kit de dosage selon la revendication 

17, caracterise en ce que 1* electrode (13) est revetue 
d'un film polyionique (11). 

19. Kit de dosage selon la revendication 

18, caracterise en ce que le systeme de marquage redox 
25 est cationique ou procationique et en ce que le film 

(11) recouvrant l f electrode (13) est polyanionique . 

20. Kit de dosage selon la revendication 

19, caracterise en ce que le film polyanionique (11) 
recouvrant 1' electrode (13) est un polymere perfluore 

30 de formule : 

- [<CF 2 -CF 2 > m -CF — CF 2 J n - 

'? 

pF 2 
IF CF 3 



35 
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CF 2 CF 2 S03H 
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dans laquelle m est coinpris entre 5 et 13,5, n vaut 
environ 1000 et k est un entier compris entre 1 et 
3. 

21. Kit de dosage selon la revendicatioh 
5 17, 18, 19 ou 20, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une serie de tubes echantillons (42, 44) 
contenant des quantites connues d'au moins un des anti- 
genes (1, l 1 ) a doser, afin de permettre la realisation 
d'une courbe d ' echantillonnage . 
10 22. Kit de dosage selon la revendication 

17, caracterise en ce que le systeme redox de marquage 
(3, 3 1 ) est choisi parmi les derives du ferrocene, 
du cobalticinium, du pyrrolidinyloxy ou du viologene. 

23. Kit de dosage selon la revendication 
15 17, caracterise en ce que I'antigene (1, 1* ; 7, 7') 
est une molecule comprenant au moins une fonction amine 
primaire ou secondaire ou une fonction carboxylique . 
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